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論文内容の要旨
〔目的〕
遺伝子治療において、導入遺伝子の発現増強は大きな課題である。ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤によりクロマ
チンの立体構造が変化し、導入遺伝子の発現増強や転写活性の増強が起こることが知られている。今回我々は、ヒス
トン脱アセチル化酵素阻害剤 (FR901228) を用いることにより、導入遺伝子の発現を増強し、導入した癌自殺遺伝
子 (HSV-tk) による抗腫療効果を増強することを目的とし、実験を行った。
[ 方法ならびに成績 ]
以下の実験においては、導入ベクターとして HVJ カチオニックリポソームを使用した。また使用細胞はマウスメ
ラノーマ: B16Fl を使用。マウス皮下腫蕩モデル作製には、 B16Fl 細胞 500 万個をマウス C57BL6 体幹へ皮下接種
し作成した。 FR901228 は使用直前に PBS に溶解し、投与時は HVJ カチオニックリボソーム溶液と混合して使用し
た。
1 in vitro にて、 FR901228 による導入遺伝子 (LacZ gene) の発現を検討した。
結果: FR901228 使用により、有意な LacZ gene 発現の増強を見た。
2 in vivo にて FR901228 による導入遺伝子発現を検討した。
マウス皮下腫蕩モデルを作成し、 1 週間後に luciferase 遺伝子及び各種濃度の FR901228 を直接腫場内注入し、 (a)
24 時間後の luciferase 遺伝子の発現を検討した。また、 (b)その後の遺伝子発現の経時的変化も同時に測定した。
結果: (a)FR901228 を併用することにより、 luciferase 遺伝子発現は濃度依存的に発現増強した。 (b)luciferase の発現
増強効果は、 3 日目以降では見られなかった。
3 in vivo にて、癌自殺遺伝子治療と FR901228 の併用によるアポトーシス効果を検討した。上記マウスモデルに、
自殺遺伝子 (HSV-tk) 及び、 FR901228 を同時に投与し、その後 prodrug : ganciclovir (GCV) を腹腔内投与した。
3 日後に腫療を摘出。腫蕩組織を固定後、 apoptag 染色にてアポトーシス細胞を同定した。
???
結果:癌自殺遺伝子治療と FR901228 の併用において、有意なアポトーシスの増強効果が見られた。
4 マウスメラノーマモデルにおいて、癌自殺遺伝子治療と FR901228 の併用による抗腫蕩効果を検討した。上記マ
ウスメラノーマモデ、ルに対し、 HSV-tk 及び、 FR901228 を直接腫場内へ投与し、その後 5 日間にわたり GCV を腹腔
内投与した。その後 3 日おきに腫蕩径を測定した。
結果:癌自殺遺伝子治療と FR901228 の併用群では、有意な腫蕩径の縮小を認めた。癌自殺遺伝子治療単独群でも腫
蕩径の縮小は認、めたが、 FR901228 単独投与では腫蕩の縮小効果は見られなかった。
5 マウスメラノーマ皮下接種モデ、ルにて、生存率の検討を行った。
(a) 最初に、 HSV-tklGCV+ FR901228 及びその他の群の 1 回投与とその後 5 日間の腹腔内 GCV 投与にて生存率を
検討した。
結果:癌自殺遺伝子治療単独群、癌自殺遺伝子治療+FR901228 の治療群では、コントロール群に比べ有意な生存率
の改善が見られた。癌自殺遺伝子治療+FR901228 治療群は、癌自殺遺伝子治療単独群に比べ、生存率の改善傾向が
見られたが有意差は無かった。 FR901228 単独投与群では有意な生存率の延長は見られなかった。
(b) 生存率の延長効果が見られた癌自殺遺伝子治療+FR901228 治療群、及び癌自殺遺伝子治療単独群の連続投与を
行い、生存率の延長効果を検討した。
HSV-tk+ FR901228 , HSV-tk は各 6 回ずつ注入され、この間 20 日間にわたり、 GCV を腹腔内投与した。
結果: HSV-tklGCV 単独投与群において、 16 匹中 3 匹 (19%) が完全寛解した。
HSV-tklGCV + FR901228 では、 18 匹中 10 匹 (56%) で腫療が完全寛解し、 HSV-tk/GCV 単独投与群に比べ有意
な生存率の延長が見られた。
〔総括〕
癌自殺遺伝子治療とヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 (FR901228) との併用にて、有意な抗腫蕩効果を認めた。
FR901228 の効果により、導入遺伝子は有意な発現増強を認め、自殺遺伝子治療との併用においては癌細胞のアポト
ーシス誘導を効果的に増強した。マウスメラノーマモデルにおいては、この治療により、腫蕩径の有意な減少が見ら
れ、このうち 18 匹中 10 匹のマウスでは完全寛解が見られた。
また、以上の結果より、既存の癌遺伝子治療と別の治療を組み合わせにより、より相乗効果の期待できる新たな癌
治療開発の可能性があると思われる。
論文審査の結果の要旨
現在の癌遺伝子治療の問題点は、導入した遺伝子の発現が低いこと、および遺伝子導入されたにもかかわらずその
発現が抑えられることである。 FR901228 は、新しく見つかったヒストン脱アセチル化酵素阻害剤で、あり、従来のヒ
ストン脱アセチル化酵素阻害剤をしのぐ遺伝子の発現増強効果が認められる。その遺伝予発現増強効果は、転写因子
の活性化によるところが大きい。またその他の作用として、 p21 を介したアポトーシス誘導効果が知られており、単
独でも抗癌剤としての研究が進められている。
本研究では、この FR901228 を使用することにより、 in vitro はもとより in vivo でも導入遺伝子の発現が特異的に
増強することが示された。 FR901228 と自殺遺伝子治療の併用群では、各々の単独投与に比べ、腫場細胞のアポトー
シス誘導が増強した。実際の癌治療においても、自殺遺伝子治療と FR901228 の投与は強力な抗腫場効果を示した。
マウスメラノーマ接種モデ、ルで、は、この両者の連続投与では 57%のマウスが完全寛解し、また、 Thl と癌抗体価の上
昇といった抗腫蕩免疫の誘導も確認された。
これらの実験により、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤 (FR901228) を使用することで、実際の動物モデ、ルで、も
導入遺伝子の発現が大きく増強し、現在の遺伝子治療の弱点を克服する可能性を示唆している。以上により本研究は
学位授与に値するものと考えられる。
